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n variant de 1 a environ 4 5 ou provient du pyhdoxaisulfate, du pyridoxalphosphate, de I'adenossne triphosphate, 
de fa phosphotyrossne, de la phasphoserine, de Hnositoihexaphosphate et ses derives, d'aekle 
poiycarboxyJique contenant de 2 a 10 atonies de earbene sur la chains prineipale, de i'acide 
benzenecarboxylique comportant au moins trois functions carboxylases, du 2,3 diphosphoglycerate. 
10 Une autre ciasse avantageuse de composes selon ^invention est constitute par ceux dans lesqueis aucune 
liaison ionique et aucune lia&son covalente n ; est susceptible de s'etablir ailieurs qu'entre fes groupes 
respect its appropries des sites Z du polymers et rhemoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoleculaires selon {'invention est constitute par ceux 
dans lesqueis jes liaisons covalentes entre ie poiymere et Fhemogiobine sont etabsies a partir des groupes 
i5 carboxyliques provenant des sites 2 fsxes sur le poiymere et des groupes NHs de rhemoglobine. 

Une autre classe avantageuse de conjugues macromoSeculaires seion I'lnventton est constitute par ceux 
dans lesqueis ies liaisons ioniques entre le poiymere F et; Phemogiobine sont etahiies entre les groupes 
carboxyiates des sites Z et rhemoglobine. 
Tout ce qui a ete dit a propos des conjugues macrornoleculaires obtenus a partir du nouveau precede decrit 
20 cl-dessus, s'applique notamment aux conjugues macrornoleculaires de {invention, 

Les nouveaux conjugues macrornoleculaires selon i'invention peuvent etre obtenus soit a partir d 5 un 
procede mettant en oeuvre rexyhemogiobine, soit a partir d ! un procede mettant en oeuvre la 
deoxyhernoglobine. 

Les conjugues d'hemoglobine selon invention peuvent etre obtenus de la facon suivante : 
25 - on fixe, dans une premiere efape, des sites Z comportant ies groupes ioniques destines a creer une liaison 
ionique avec rhemoglobine sur un poiymere P. dans le rapport suivani : 

- Icrsqu ii s'agit de site Z contenant un grcupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, ii y a 
au moins un tel site Z par chaTne de poiymere et au plus un tel site Z tous les onze monomeres, 

- lorsqu'll s 9 agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxylate, non engage dans 
30 la Liaison entre ie site et le poiymere et non engage dans ia liaison covalente entre le poiymere et 

i'hemoglobine, \\ y au mains un tei site Z par chalne de poiymere, 

- iorsqull s'agst de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxyiates non engages 
dans la liaison entre le site et le poiymere et non engage dans la liaison covalente entre le poiymere et 
rhemoglobine, ii y a au moins un tel site Z par chaTne de poiymere et au plus un tel site Z tous les six 

35 monomeres, 

ie poiymere P etant hydrosoiuble, non toxsque, de preference non antigenique, hemocornpatibie, ds masse 
moseculaire d'environ 1 000 a environ 500 Q0G, de preference d 'environ 1 000 a environ 100 000, comportant 
des groupes polaires, de preference des groupes hydroxyles. carboxyliques ou amines : et les sites Z 
contenant d'une part au moins une charge negative portee par des groupes, sulfates et/ou phosphates et/ou 
40 carboxyiates, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxyiique, aldehyde ou OH, 

. soit en utillsant un compos© Z-Y dans iequei Y est une fonctlon active ou activabie, telle que aldehyde, 

carboxyiique, amine, hydroxyle ou haiogene, ou bien 

. soit en effectuant un greffage radicaiaire des sftes Z sur le poiymere P ; 

- puis dans une seconde etape, on fait reagir ie poiymere P comportant le ou ies sites Z avec de rhemoglobina 
45 sous forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions teiles que rhemoglobine ne 

suhisse pas de denaturatlon et puisse passer apres coupSage avec le poiymere de facon reversible de la forme 
oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d 'environ 5 a environ 9, 
pour former d'une part au moins une liaison ionique entre I'un au moins des sites Z portes par le poiymere et 
rhemoglobine et d'autre part au moins une liaison covalente entre le meme susdit site Z portes par ie poiymere 
50 et rhemoglobine, 

- lorsque la reaction ci-dessus indiquee conduit eventueilement a des fonctions imines, ceiies-ci peuvent etre 
stabilises en fonctions amines, par example par reduction a I'alde de NaBH4, NaCNBHs, le dimethyiarnenoba- 
rane ou HCOOH, 

Les conjugues selon I'invention peuvent egalement etre obtenus selon le procede decrit dans la demande 
55 France n° 86.09625. 

Les conjugues d'hemogiobine lies irreversiblement a des polymeres poiyanioniques prepares selon 
['invention peuvent, lorsqu'ils sent dlssous dans des solutions aqueuses de composition com/enable, Jouer ie 
role de substitute du sang, notamment dans des interventions necessitant des transfusions ou ia perfusion 
d'organe, 

60 L'invention vise par consequent, egaiement les solutions aqueuses renfermant ies conjugues decriis 
ci~dessus et notamment ies solutions rendues Isotonlques du sang, par dialyse proiongee centre une solution 
de Tyrode ( de composition NaCi 8 g/l ; KCi 0 S 2 g/l ; CaGls 0,2 g/i ; MgCte 0,1 g/l ; NaHgP04 0,05 g/l ; NaHCOs 1 
g/i ; D. glucose 1 g/l) par exemple et concentration par ultrafiltration jusqu a obtenir pour rhemoglobine, une 
concentration d'environ 7 Wo. 

65 Des preparations de conjugues rnacrornoieeuiaires d'hemoglobine obtenus seion ('Invention, ont ete 
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examinees en tant que transporters d'oxygene potentieis. On a pu montrer qu'elies sont etfectivement 
capabies de fixer i'oxygene reversiblement et en particulier de ie restituer plus fadlement que f'nemoglobirte 
libre, H apparait en effet, que ces preparations sont caracterisees par des pressions de derni-saturation {F50) 
qui peuvent etre tres elevees (de 900 a 5 000 Pa) aiors que dans les memes conditions (NaCi 0.05 M, pH 7, 
25° C} ceils de Phemoglobine native est egate a environ 430 Pa. 5 

Ainsi ces conjugues peuvent etre utilises pour fournir a des tissus ischemies des quantises d'oxygene 
importantes. lis peuvent egaiement etre utilises en transfusion et etre administres a des patients, sous forme 
d'une solution aqueuse rendue isotonsqus du sang, en presence ou non d'excipients, Les composes peuvent 
aussi etre iyophsiises en presence ou non d'un cryoprotecteur ou atomises, et etre redissous dan& ieau avant 
utilisation., 10 
Les conjugues maeromoleculaires seion invention ont ete testes reiativernent a la toxicite aigue, 
L'invention sera mieux comprise a Taide des examples qui suivent ci-apres donnes a litre non limitatif. 

EXE MPLS 1 : Synthese d'un conjugue covaient d'hemoglobane et de dextrane-benzenepentacarboxylate 

[MM du dextrane 40 000). Couplage avec I'oxyhemoglobine. 15 

Du dextrane amine contenant 5.10 -4 moies de NHs par g de proditlt sec (soit 8 moles de NH2 pour 100 moles 
de glucopyranose) est prepare seion P. HUBERT et at, Proc, Natl. Acad. Sci, USA 1978 s 75, 3143, par action de 
raromoniaque sur du dextrane active a repichiorhydrine. 

1 g de ce dextrane amine est dissous dans 20 ml d ! eau et le pH est ajuste a 6,5 avec HCl 0.1 N, On ajoute 
ensuite 1,7 g d'acide benzene hexacarboxyiique, puis 1 g de chsorhydrate de N'-ethyi-N~(3-dimethyiaminopro- 20 
pyi) carbodiimide {EPCI). Le pH est ramene a 6,5 et ia reaction est poursuivie pendant 3 jours a 20° C. Apres 
dialyse centre urse solution d'acetate de sodium 0,5 M, ie melange est traite a i'anhydride acetique pour 
bioquer les fonotions amines non substituees du dextrane. La solution est alors epuree des contaminants de 
petite masse mojecuiaire par dessalage sur une colonne d'UItrogei AcA 202 (IBF-France) avec un tampon 
phosphate 0,2 M, pH 7,2, 25 

Apres une diaiyse prolonged centre de reau, ia solution contenant le poiymere polyanlonique est 
lyophillsee. Le compose est conserve au froid sous vide. 

lie polycarboxylate de dextrane obtenu contient 2 10" 4 moles de benzane-pentacarboxylate (BP.C.) par g 
de poiymere, 

5 g du polycarboxylate de dextrane sont dissous dans 250 mi de NaCI 0,05 M. On ajuste ie pH a 7 avec de ia 30 
soude QAM et on ajoute 150 ml d'une solution d : hemoglobine a 10 0/0, On ajoute ensuite 600 mg de 
chiorhydrate de N J -ethy[-H-(3"dimethyl~amlnopropyl) carbodiimide (EDOl) et la reaction est poursuivie a 20° C 
pendant 2 heures. On verifie qu'ii n y a plus d'hemogiobine libre sur ie ohromatogramme obtenu sur une 
colonne d'UStrogei AcA 34 (IBF France). La P50 du conjugue est de 2660 Pa. (25° C, Tris 0,05 M, pH - 72 ; Hb 
libre dans les memes conditions : P50 — 430 Pa). 35 

EXEMFLE 2 : Synthese d'un conjugue covaient d'hernoglobine et de dextrane-benz^nepentacarboxylate 
(MM du destrane 10 000). Couplage avec "oxyhemoglobins. 

Le poiymere est prepare a partir d'un dextrane amine contenant 4.1 0" 4 moles de NH2 par g de pro6u\t sec, 
prepare de la mime facon que celui de Texempie 1. 40 

1 g de ce dextrane amine est dissous dans 20 ml d'eau et ie pH est ajuste a 7,5 avec NaOH 0,1 M. 

On ajoute ensuite 07 g d'acide benzene hexacarboxyiique (B.H.C.) puis 1 g de chiorhydrate de 
N # .ethyl-N-(3-dlm6thyI^amlnopropyl) carbodiimide (EDCI). La reaction est poursuivie pendant 1 jour a 20° C, 
Apres dialyse centre une solution d'acetaie de sodium 0,6 M ie melange est traite a I'anhydride acetique pour 
bioquer les fonctions amines non substituees du dextrane. La solution est alors epuree des contaminants de 45 
petite masse moleculaire par dessalage sur une colonne d'UItrogei AcA 202 (IBF France) avec un tampon 
phosphate 0,2 M, pH - 7,2, On verifie par chromatographic iiquide haute performance a Taide d'une colonne 
TSK G 3000 SVV (LKB France) que le polycarboxylate de dextrane est totalement epure du benzene 
hexacarboxylate en exces. 

Apres une dialyse prolongee contre de Peau fa solution contenant Is poiymere poiyanionique est lyophiiisee. 50 
Le compose est conserve au frold sous vide. Le polycarboxylate de dextrane obtenu contient 3,5 10 -4 moles 

de B.P.C. par g de poiymere, 

2,6 g de polycarboxylate de dextrane son! dissous dans 150 ml de NaCI aqueux 0,05 M. On ajoute 100 ml 
d'une solution d'hemogloblne a 10 %. On ajuste le pH a 7,5 avec de la soude 0,1 M et on complete a 300 ml 
avec NaCI aqueux 0,05 M. 55 

On ajoute ensuite 350 mg d'EDCl et ia reaction est poursuivie a 20° C pendant 2 heures. On verifie qui! n"y a 
plus d hemogiobine libre sur le chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France). 

La Figure 2 rapresente ia densite optlque en tonction du volume d'eiution et permet de oonstater qu'H n y a 
plus d*hemog3obine libre. Sur cette figure, Vo correspond au volume exclus de ia colonne et la fleche sous Hb 
correspond au volume dilution de "hemoglobine libre, e'est-a-dire non couplee au poiymere, 60 

La P50 du conjugue est de 2720 Pa. {25° C, Ins 0,06m, pH = 7,2 : Hb libre dans les mernes conditions : 
P 50 430 Pa). 
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EXEMPLE 3 : Synthase d'un conjugue covalent cf hemoglobins et tie dextrane-benzerjeiricarboxylate (M.M du 
dextrane 10 000), Couplage a ^oxyhemoglobins* 
Le polymers est prepare a partir d'un dextrane amine contenant 4,10~ 4 moles de NHa par g de polymer© sec. 

1 g de ce polyrnere amine est dissous dans 20 ml d'eau et le pH est ajuste a 7,5 avec NaOH 0,1 M. On ajoute 
5 ensuite 0,5 g decide benzene 1,2,4,5-tetracarboxyiique (BXC) puis 0,8 g d'EDCL La reaction est poursuivie 

pendant 1 jour a 20° O, La solution est aiors traitee comrne dans r example 2. 

Le poiycarboxylate de dextrane obtenu contlent 3,2 10" 4 moles de hensenetncarboxylate par g de polymere. 

0,5 g de ce poiycarboxylate de dextrane sont dissous dans 25 ml de NaCl aqueux 0,05 M. On ajoute 10 ml 
d'une solution d'hemoglobine a 10 ty'o. On ajuste le pH a 7,5 avec de la soude 0,1 U et on complete a 40 ml avec 
10 NaCi aqueux 0 S 05 IvL 

On ajoute ensuite 50 mg d'EDGS et fa reaction est poursuivie a 20° C pendant 2 heures, On verifie qui! n'y a 
plus d 4 hemoglobine Iibre sur le chromatograrnme obtenu sur une colonne TSK Q 3000 SW £LKB France), La 
Fagure 3 represente la densite optique en fonction du volume dilution et permet de constater qu \\ n'y a plus 
d'hemogloblne iibre. Sur cette figure, la fseche sous Vo correspond au volume excfus de ia colonne et laflecne 
15 sous Hb correspond au volume dilution de I'hemogiobine libra, c'esf-a-dire non couplee. 

La P50 du conjugue est de 710 Pa (25° C s Tris 0,05 M, pH = 7,2 ; Hb Iibre dans les memes conditions* 
p 60 = 430 Fa), 

EXEMPLE 4 : Synthase d'un conjugue covalent d'hemcgicblne est dextrane-butanetrlcarboxylate (M.M du 
dextrane 10 000). Coup Sage a I'oxyhemaglobine. 

Le poiymere est prepare de la meme facon que celui de ['example 3 en utsiesant Tacide n-butane 
1 ,2,3,4-tetraearbaxySlque (BU.T.C). Le poiycarboxylate de dextrane obtenu contlent 4 10~ 4 moles de 
buianetricarboxylate par g de polyrnere. 
0,6 g de ce pofycarboxyiate de dextrane son! dissous dans 25 mi de NaCl aqueux 0,05 M. On ajoute 10 ml 
25 d'une solution d f hemoglobine a 10 o/o. On ajuste le pH a 7,5 avec de la soude 0,1 M et on complete a 40 rnJ avec 
NaCi aqueux 0 S 05 M. 

Or. ajoute ensuste 70 rng d'EDCI et la reaction est poursuivie a 20° C pendant 2 heures. On verifie quIS n 4 y a 
pEus d'hSmoglobine Iibre sur Ee chromatogramme obtenu sur une colonne TSK G 3000 SW (LKB France), La 
Pso du conjugue obtenu est 540 Pa, (25" C a Tris 0 S 05 M, pH = 7,2 ; hemoglobins iibre dans les memes 
30 conditions, Psc ~ 430 Pa). 

EXEMPLE 5 : Synthase d'un conjugue covaient d'hemoglobina et de manomathoxypoiyoxyethylene-benzene 
pentacarboxylate (MM du poiyoxyethyiene : 5000. Couplage avec Poxyhernoglobine. 

Du monomethoxypoiyoxyethylene amine, (MPOE-NHj>, 2 10~ 4 moles de HH2 par g de produit sec) est 
35 prepare seion M, LEONARD et al, Tetrahedron 1 984 : 40 : 1581 , par action du bromure de Ihionyie sur du MPOE, 
suivie d'une substitution par {'ammoniac. 

2 g de ce MPOE-NHa sont dissous dans 50 ml d'eau et !e pH est ajuste a 8- On ajoute ensuite 1 .4 g d'acide 
benzene hexacarboxyllque (B.H.C), puss 0,8 g de chiorhydrate de N'-ethyl-N {3-dimethyl~aminoprapyl) 
carbodiimide (EDGE), On laisse la reaction se poursuivre una nult a temperature ambiante. Le melange est 

40 ensuite acidifie a pH 1 par HCi aqueux 1M ; le polyrnere est extras! au chlorure de methylene, puss precipite par 
i ether anhydre. 

II est ensuite purifie par chromatographie sur colonne de Dowex, et ensuite sur colonne d'Uitrogel d'AcA 
202 (IBF, France), L'dluat est dialyse contra de la soude aqueuse (pH 9), puis le polyrnere est iyophHise. 

0,2 g de ce polyrnere contenant environ 1,5 10"'* moles de benzene-pentaoarboxylate (BP.C) par g de 
45 polymere sont dissous dans 10 ml d : eau. On ajuste le pH a 7 et on ajoute 10 ml d'une solution d'hemogloblne 
a lO^/o, puis 10 mg d'EDCI. Apres une heure de reaction, le melange est chromatographie sur colonne 
d'Ultrogel AcA 54 (1BF S France} afin de purifier le conjugue polyrnere d 3 hemogiobine. La figure 4 correspond a 
fa variation de la densite optique en fonction du volume dilution et permet de constater qu'H n*y a pi us 
d'hernoglobine libra. Vo correspond au volume excius de Sa colonne ; iafleche sous Hb correspond au volume 
50 d'elutlon de I'hemogbbine iibre, c'est-a-dire non couplee, et celie sous MPOE-BPC correspond au volume 
dilution du polyrnere non lie a rhemogloblne.La P50 de ce conjugue est de 2400 Pa (25° C> Iris 0.05 M, pH 7 3 2 ; 
Hb tihrs dans les memes conditions : P50 — 430 Pa), 

EXEMPLE 8 

55 

Synthase d'un conjugue covalent d'hemoglobine et de dextrane-bensenedicarboxylate (MM du dextrane 
10 000 : liaison ester entre !e dextrane et le site poiyearboxyiate). Couplage a I'oxyhemoglobine. 

Le dextrane-ben^enedicarboxylate est prepare en faisant reagsr 7.5g de benzene 1,2,4 tricarboxylique 
anhydride avec 32 g de dextrane en milieu aqueux a pH 9 pendant 15 h; La soiution est ensuite debarrassee de 
60 racide benzene 1 5 2 } 4 tricarboxyiique residue! par dessaiage sur une colonne d'Ultrogel AcA 202 {[BF-France) 
avec un tampon phosphate Q.2M, pH 7.2, 

Apres une dialyse prolongee centre de i'eau f ia solution contenant le polymere est lyophiHsee. le 
polycarboiate de dextrane contlent 6,3 10~ 4 moles de benzenedicarboxylate (B.D.C) par g de polymere. 

Gees correspond a environ 1 site Z comportant deux groupes anioniques constitues de deux groupes 
65 carboxyiates tous las 10 monomdres. 
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11 g de polycarboxylate de dextrane sent dissous dans 260 mi d'eau. On ajuste le pH a 8,5 et on ajoute 150 
ml d'une solution d'hemogiobine a lOO/o. On ajoute ensuite 180 mg de chorhydrate de N'-ethyi-N (3 
d^methySaminQpropylj carbodiimide (EDC§) et la reaction est poursuMe a 20°C pendant 2 heures. 

Le conjugue d'hemogiobine obtenu est un conjugue nouveau. 

Le melange est chromatographic sur Ultrogel AcA 54 ([BP France) pour eliminer ('hemoglobin© libra et les 5 
coontaminants. La Pso du conjugue purlfle est de 870 Pa (25° C, Tris 0.05M, pH 7.2; Mb libre dans les m&mes 
conditions: P50 = 430 Pa). 

EXEMPLE 7; 

Synthase d'un conjugue covaient d'hemogiobine et de dextrane-benzenetricarboxylate (MM du dextrane 
10 000 -liaison ester entre le dextrane et le site polycarboxySate). Gouplage a Poxyhemaglobfne. 

Le dextrane-benzenetricarboxylate est prepare en faisant reaglr 26 g de benzene 1 ,2,4,5 tetracarboxyllque 
dlanhydride avec 20 g de dextrane en milieu aqueux a pH S pendant 15 h: La solution est ensure ddbarrassee 
de V&clds benzene 1,2,4,5 tetracarboxylique residue! par dessalage sur una coionne d'Uitrogel AcA 202 is 
(IBF-France) avec un tampon phosphate 0,2m, pH 7.2, 

Apres une dialyse proiongee centre de i s eau, la solution contenant ie poiymere est iyophiiisee, Le 
polyearbcxyiale de dextrane consent 1,15 1G~ 3 moles de benzenetricarboxylate (B.T.C.) par g de poiymere. 

5 g de polycarboxylate de dexirane sont dissous dans 250 ml d'eau. On ajuste le pH a 7.0 et on ajoute 150 mi 
d'une solution d'hemogiobine a 10%. On ajoute ensuite 120 mg de chlorhydrate de N'~ethyl~N(3 20 
dimethylaminopropyi) carbodiimide {EDC!) et la reaction est poursuivie a 20 n C pendant 2 heures, 

Le melange est chromatographie sur Ultrogel AcA 54 {!BF France) pour elirniner Fhemcgiobine libre et les 
contaminants. La Pso du conjugue purlfle est de 2000 Pa {25°C : Tris 0,05m, pH 7.2; Hb libre dans les memes 
conditions: Pso = 430 Pa), 

On peut egalement preparer ie conjugue defins ci-dessus a i'aide de dextrane et d'acide benzene 1,2,4,5 25 
tetracarboxylique, en presence de carbodiimide soiubie dans reau tel que le chlorhydrate de N'~ethyl-N(3 
dlmethylarninapropyl) carbodiimide (EDGI) . 

EXEMPLE 8: 

On prepare, selon le protocole decrit dans Fexemple 5, les conjugues : 30 
, d'hemogiobine et de polyethyleneglycol-bensenepentacarboxylique 
. d'hemogiobine et de polyethyseneglycol benzenetetracarboxyllque 
. d'hemogiobine et de polyethylene -glycoS-benzenetricarboxylique 
. d'hemogiobine et de polyethyienegiycoi-benzene-dlcarboxyHque. 

55 

EXEMPLE9: 

On prepare . selon le protocols deer It dans ies ex em pies 6 et 7, le conjugue d'hemogiobine et de 
poiyethyleneglycol-benzenetricarboxylique. 

Pour preparer ie polyethyleneglycol-benzenetncarboxyllque, on fait reagsr du benzene-tetracarboxylique 
dlanhydride avec du polyethyleneglycol en milieu organique, tel que diniethylformamlde. La solution est 40 
ensuite debarrassee de i'acide benzene tetracarboxylique residue! par example par dessalage sur une 
coionne d'Ultroge? AcA 202 (SBF-France) avec un tampon phosphate 0 S 2M, pH 7,2. 

Apres une dialyse proiongee contre de reau, ia solution contenant le poiymere est iyophillsee. 

Le polycarboxylate de polyethyleneglycol est dissous dans de l'eau. On ajuste ie pH a 7.0 et on ajoute une 
solution d'hemogiobine, par exempie a Wo. On ajoute ensuite du chlorhydrate de M'~etbyi-N{3 45 
dimethyjamlnopropyl) carbodiimide (EDCI) et ia reaction est poursuivie a 20° C pendant 2 heures. 

Le melange est chromatographie sur Ultrogel AcA 54 (I3F France) pour elirniner i'hemogiobine libre et les 
contaminants. 

On prepare egalement selon le protole hdlque precedernment le conjugue d'hemogiobine et de 
polyethylenQglycol-benzene-dicarboxyiique (a Paid© de pciyethyieneglyeol et de benzene 1 ,2,4 tricarboxylique SO 
anhydride). 

On peut egaSement preparer des polyethyleneglycois - benzenepolycarboxylates en faisant reaglr les acides 
benzenepoiycarboxyliques sur les fonctlons OH du poiymere en presence de dicyclohexylcarbodlimide/dime- 
thylaminopyridine dans le dimethylformamide, 

EXEMPLE COMPARA TIF 1 : 

Get exempie a pour but de comparer la Pso obtenue en metiant en oeuvre le precede de {'Invention pour 
preparer des conjugues d'hemogiobine dans lesqueis ia liaison covalente est etablse entre un groupe 
aldehyde non porte par le site Z sur lequel se trouve le groupe anionique phosphate. 

On prepare du phosphate de dextrane a I'aide de dextrane de depart de masse moiecuiaire d } environ 10 000 60 
que Ton transforme en phosphate disodique contenant QWq de phosphors, conformement au protocole decrit 
dans {"exempie 1 de ia demande France n° 88,09625, 

On active le phosphate de dextrane par Ee perlodate de sodium de facon a obtensr 13 aldehydes pour 100 
unites giucosldiques. 

Ge dextrane phosphate aldehydique est mis a reaglr avec i'hemogiobine dans ia proportion 1.5 en masse 65 



\ -7 

i i 



EP 0 338 916 A1 



(masse de dextrane / masse d'hernoglobineS, a pH 8; Orla reaction est poursuivie a 4°C pendant 24 h. On 
ajoute alors une solution de NaBhU dans NaOH 10~ 3 ISL Le melange est ehromatographie pour controier qui! 
n'y a plus d'h&mogloblne Isbre (HPLC sur coionne TSK G 3000 SW Backman). 

Quand la reaction est faite sur ia deoxyhemoglobine selon le procede deerit dans la demands France n° 
5 88.09625, la Pso du conjuguft d'hemogiobine est de 3380 Pa (25° C, Ins 0,05 M, pH 7.2). 

Dans les memes conditions, la Pso de i'hemoglobine libre est de 450 Pa. 

Quand Sa reaction est faite sur roxyhemoglobine, conformement au procede de la presents invention, ia Pso 
du conjugu6 d'hemogiobine est de 425 Pa (25° C, Ins 0,05 M, pH 7.2), 

Dans les memes conditions, ia Pso de i'hemoglobine libre Psq est de 430 Pa. 
W Get exempie cornparatif rnontre que Se procede de preparation de conjugues d'hemogiobine a raids 
d'hemogiobine oxygenee n*est pas applicable iorsqus la liaison covaiente est etablie entre un groupe 
aldehyde (carboxylique ou OH) non fixe sur ie site Z comportant les charges anioniques. 



IS R&vendseataoras 

1. Procede de preparation de conjugues macromoleculaire hydrosoiubles d ! hernoglobine ; non 
biodegradables ou peu biodegradables, pendant ie temps durant iequei le conjugue macromoleculaire 
doit assurer des fonctfons oxyphoriques dans la plasma, presentant pour I'oxygene una afflnite inf ensure 

20 a celle de I'hemoglobine libre, caracterise en ce que : 

- on fixe, dans une premiere etape, des sites Z sur un polymers P, a raison d'au moins un site Z par chains 
de poiymere, le poiymere P etant hydrosoiuble, non toxique, de preference non antigenique, 
hemccompatible, de masse moi&cuEaire d'environ 1 000 a environ 500 000, de preference d'environ 1 000 
a environ 100 000, comportant un ou plusieurs groupes polalres, de preference des groupes hydroxyies. 

25 carboxyliques ou amines, et les sites Z contenant d'une part au mains une charge negative portee par des 

groupes, sulfates et/ou phosphates et/ou carboxyiatas et destines a creer une liaison ionique avec 
rhemoglobine, et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, aldehyde ou OH, destine a 
creer une liaison covaiente avec i'hemoglobine, 

. soli en utihsant un compose Z~Y dans iequei Y est une fonction active ou activabie a raids d'un agent 
30 deactivation, telle que aldehyde, carboxylique, amine, hydroxy! e ou haiogene, ou bien 

. soit en effectuant un greffage radicaiaire des sites Z sur le polymers P; 

- puis dans une seconds ©tape, on fait reaglr ie polymers P comportant ie ou les sites Z avec de 
rhemoglobine sous oxygenee dans un milieu non deoxygene, dans des conditions telles que 
rhemoglobine ne subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec le polymers de 

35 facon reversible de la forme oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris 

d 5 environ 5 a environ 9, 

pour former d'une part au moins une liaison Ionique entre Tun au moins des sites 2 portes par le pclym&re 
et rhemoglobine et d'autre part au moins une liaison covaiente entre le rneme susdit site Z porte par Ie 
poiymere et l'h6mog!obine, 

40 - iorsque la reaction cl-dessus indiquee conduit eventueliement a des fonctions imines, eelies-ei peuvent 

etre stabilisees en fonctions amines, par exempie par reduction a Paide de NaBH*, NaCNBHs, le 
dsmethyiaminoborane ou HCOOH. 

2. Procede de preparation de conjugues maorornaiecuiatres selon ia revendication 1 , caracterise en ce 
que Ton fixe les sites Z sur !e poiymere P de telle sorte que ia relation entre ie nonibre et la nature des 

45 charges negatives destines a creer une liaison ionique entre un site et rhemoglobine (non engagees dans 

la liaison entre un site et Is poiymere et non engagees dans ia liaison covaiente entre un site et 
i'hemoglobine) soit lasuivante : 

- iorsque chaque site Z contient un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, ii y 
a au moins un tel site Z tous les dix monomeres du poiymere, 

50 - forsqu'll s'agit de site Z contenant au moins deux groupes anioniques, construes de sulfates et/ou de 

phosphates, si y a au moins un tel site Z par chains de poiymere, 

- Iorsque chaque site Z contient des charges anioniques provenant de carboxylates, ii taut au moins deux 
groupes carboxyiatas sur un rneme site Z : et au moins un tel site Z tous les cinq monomeres. 

- Iorsque Pun au moins des sites Z contient au moins trois charges negatives provenant de carboxyiates, 
55 ii y a au moins un tel site par chains de poiymere, 

3. Procede de preparation de conjugues macromolecuiaires selon la revendication 1, caracterise en ce 
que Ton fixe les sites Z sur le poiymere P de telle sorte que la relation entre le nombre et la nature des 
charges negatives destines a creer une liaison ionique entre un site et i'hemoglobine (non engagees dans 
la liaison entre un site et le poiymere et non engagees dans la liaison covaiente entre un site et 

60 rhemoglobine) soit lasuivante : 

- iorsqu'H s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un sulfate ou d'un phosphate, 
ii y a au moins un tel site Z par chaTne de poiymere et au plus un site Z tous les onze monomeres, 

- Iorsqu'H s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique constitue d'un carboxyiate, non engage 
dans la liaison entre ie site et Se polymers et non engage dans la liaison covaiente entre ie polymers et 

65 I'hemoglobine, ii y au moins un tel site Z par chaTne de poiymere, 
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- !orsqu*i! s'agit de site Z contenant deux charges anloniques provenant de deux carboxyiates non 
engages dans la liaison entre le site si 3e polymer© et non engage dans 3a liaison covaiente entre le 
polymere et I'hemoglobine, il y a au mosns un Site Z par chafne de polymers et au plus un tei site Z tous les 
six rnonorneres. 

4. Procede selon ies revindications 1 a 3, caracterise en ee que les liaisons covaientes entre ie 5 
polymere P et rherrtoglobirie son! etabiies entre au moins un groupe carboxyHque, aldehyde ou OH porte 

par les sites Z et au mcins une amine de i'hemogiobine situee dans ie site aiiosterique de HiemogiGbine 
lorsqu© celis-ci est sous forme deoxygenee, notamment famine de Pune au moins des deux valines 
p-terminales de I'hemoglobine. 

5, Precede selon les revendications 1 a 4, caracterise en ee que les ponts salms entre les groupes NHg + 10 
et ies groupes COO" internes de I'hemogiobine sont Intaets lorsque I'h&moglcblne est sous forme 
deoxygenee. 

8, Precede selon les revendications 1 a 5, caracterise en ce que le polymere P est choisi parrnl les 
polysaccharides, notamment ies hydroxyalkylamsdons dont !a radical aikyie comports de 2 a 4 atornes de 
carbone, E'sniiiine : ie dextrane et ses derives , notamment le dextrane amine, i'aicool polyvinyiique, la 15 
polyvinylpyrrolidone, le polymethacrylate et ses derives, les polypeptides, les pofyalkylene glycols dans 
iesqueis le groupe aikylene comporte de 2 a 5 atomes de earbone, notamment le polyethylene glycol et le 
polypropylene glycol 

7. Procede selon les revendications 1 a 6, caracterise en ce que le polymere P a une masse moiecuiaire 
moyenne inferieure ou egaie a 70 000, iorsqu'iE est constitue par le dextrane et ses derives, et une masse 20 
moleculaire infeneurs ou egale a 10 000 iorsqu'il est choisi parmi les polyalkylene glycols, ia 
polyvinylpyrrolidone ou le polymethyiacrylate. 

8. Precede selon les revendications 1 a 7, caracterise en ce que le site Z est re lie au polymere par 
nntermediaire d'unefonction ester, ether, amide ou amine. 

9. Procede selon ies revendications 1 a 6, caracterise en ce que ie site Z comporte les groupes OSOaH, 25 
OPO3H2, 0~CH£COOH) 2s ~Q~CH(COOH)~CH 2 -COOK 



r ( C H - C H „ )! ~ C H ^ - C O O H 



COOH 
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n variant de 1 a environ 4, ou provient du pyridoxal sulfate, du pyridoxalphosphate, de i'adenosine 
triphosphate, de ia phospho tyrosine, de ia phosphoserine, de IMnositolhexaphosphate et ses derives, 
d'acide polyearhoxylique contenant de 2 a 10 atomes de carbons sur ia chains prlnctpale, de Paeide 35 
benzeneearbaxyiique comportant au mains irois fonctions carboxyiiques, du 2,3 diphosphoglycerate.. 

10. Procede selon ies revendications 1 a 9, caracterise en ce que ies liaisons covaientes entre ie 
polymere et I'hemogiobine sont etabiies a partir des groupes carboxyiiquees provenant des sites Z fixes 
sur le polymere et des groupes NH2 de i'hemogiobine. 

1 1 . Procede selon les revendications 1 a 10, caracterise en ce que ies liaisons ioniques entre le polymere 40 
P et i'hemogiobine sont etabiies entre les groupes carboxyiates des sites Z et i'hemogiobine, 

12. Procede selon ia revendication 1, caracterise en ce que ie polymere est obtenu a partir de dextrane 
amine de masse moleculaire d'envlron 40 000, et d'environ 2.10" 4 moles d'aeide bensenehexacarboxyll- 
que par g de dextrane, 

- les liaisons ioniques etant etabiies par rintermediaire des groupes carboxyiates du benzenepentacarbo- 45 
xylate fixe sur ie polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et f'aclde benzenehexacarboxy- 
\\que t 

- et les liaisons covaientes etant etabiies entre ies autres groupes carboxyiiques de Paeide 
bensenepentacarboxylique - a iafois non engages dans ia liaison entre j'acide benzenebexacarboxylique 

et le polymere et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus deflnies - et des groupes NH2 de 50 
i'hemogiobine. 

13. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir du dextrane 
amine, de masse moleculaire d'environ 10 000, et d'envlron 3.5x1 Qr* moles d'aclde benzenehexacarboxy- 
iique parg de dextrane, 

- les liaisons Ioniques etant etabiies par rintermediaire des groupes carboxyiates du benzenspentacarbo- 55 
xylate fixes sur le polymere. non engages dans fa liaison entre ie polymere et I'acide benzenehexacarbo- 
xylique, 

- et les liaisons covaientes etant etabiies entre les autres groupes carboxyiiques de I'acide 
benzenepentacarboxyiique -■ a lafcis non engages dans la liaison entre i'acide benzenehexacarboxylique 

et le polymere et non engages dans ies liaisons ioniques ci-dessus ddfinies - et des groupes NH2 de 60 
I'hemogiobine. 

14. Procede selon la revendication 1. caracterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane 
amine, de masse moiecuSaire d'envlron 10 000, et d'environ 3,2x1 0 -4 moles de benzenetetracarboxyliqite 
pargde dextrane, 

- ies liaisons ioniques etant etabiies par ilntermedlaire des groupes carboxyiates du benzenetricarboxy- 65 
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late fixe sur ie posymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzenetetracarboxyli- 
que, 

- et ies liaisons covaientes etant etablies entre les autres groupes carboxyiiques de I'acide 
benzenetricarboxylique - a ia fois non engages dans la liaison entre i'acide benzenetetracarboxylique et 

5 ie polymere et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et das groupes NH2 de 

{'h&moglobine. 

15. Precede selon !a revendication 1, caraoterise en ce que ie polymere est obtenu a partir de dextrane 
amine, de masse moieculaire d'environ 10 000, et d'environ 4,10" 4 moles de butane tetracarbcxyfique par 
g de polymere, 

10 - les liaisons ioniques etant etablies par I'intermediaire des groupes carboxylates du butanetricarboxylate 

fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et i'acide butanetetracarboxylique 

- et les liaisons covaientes etant etablies entre ies autres groupes carboxyiiques de i'acide 
butanetricarboxyiique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide butanetetracarboxylique et le 
polymere et non engages dans les liaisons Ioniques cf-dessus definies -et des groupes NH2 de 

IS I'hemoglobine. 

16. Precede selon la revendication 1, caraoterise en ce que le polymere est obtenu a partir de 
rnonomethoxypolyoyethyiene arnine 9 de masse moieculaire d'environ 5 000 s et d'environ 1.5x1G~ 4 moies 
de bezenehexacarboxyiique parg de polymere. 

- les liaisons ioniques etant etablies par llntermediaire des groupes carboxylates du benzenepentacarbo - 
20 xyfate fixe sur le polymere, non engages dans la liaison entre is polymere et i'acide benzenehexaearboxy- 

lique 

- et ies liaisons covaientes etant etablies entre ies autres groupes carboxyiiques de I'acide 
benzenepentacarboxylique - a la fois non engages dans la liaison entre I'acide benzenehexacarboxylique 
et Ie polymere et non engages dans les liaisons ioniques ci-dessus definies - et des groupes NH2 de 

25 i'hemoglobine. 

17. Precede selon la revendication 1, caraoterise en ce que le polymere est obtenu a partir de dextrane, 
de masse molecuialre d'environ 10 000, et d'environ 11 5x1 0" 3 moles de benzene-1 ,2.4 S 5 tetracarboxyli- 
gue par g de polymere, 

- les liaisons ioniques etant etablies par i'intermediaire des groupes carboxylates du benzenetriearboxy- 
30 late fixe sur ie polymere, non engages dans la liaison entre le polymere et I'acide benzene-1 ,2,4,5 

tetracarboxyiique 

- et ies liaisons covaientes etant etablies entre ies autres groupes carboxyiiques de I'acide 
benzenetricarboxyiique - a la toss non engages dans la liaison entre i'acide benzene-1 ,2,4,5 tetracarboxy- 
iique et le polymere et non engages dans les liaisons Ioniques ei-dessus definies - et des groupes NHg de 

35 i'hemoglobine, 

18. Precede selon les revendications 1 a 17 : caraoterise en ce que a Tissue de la premiere etape, le 
polymere comportant les sites Z est active avant d'etre mis en reaction avec i'hemoglobine. 

19. Precede selon ies revendications 1 a 18 s caraoterise en ce que V activation consists a transformer Sea 
fo notions OH en groupes aldehydes, par example par oxydation periodique. 

40 20. Precede selon les revendications 1 a 19, caraoterise en ce que i'activation des sites Z du polymere et 

sa mise en reaction avec i'hemoglobine sont pratiquement sirnultanees, 

21 . Precede selon ies revendications 1 a 20, characterise en oe que les sites Z du polymere : 

- sont actives par example a I'alde de carbonyidiirnkiazoie, lorsque ies sites Z ne oomportent pas de 
groupes aldehydes, ma!s qu'iis oontiennent desfonetions hydroxyies, 

45 - on bien sont actives a i'aide de reactlfs utilises en synthese peplidlque, iorsque ies sites Z oomportent 

des groupes oarboxyles, 

22, Precede selon les revendications 1 a 21, caraoterise en ce que la reaction entre le polymere et 
I'hemoglobine pendant un temps inferieur a celui entrainant au plus environ 5 o/g de methemoglobine, de 
preference pendant au plus 10 b, et a une temperature permettant une conservation correct© de 

50 rh&mogloblne, par example entre 3°C et 30° C. 

23, Precede de preparation selon Tune des revendications 1 a 22 de conjugues d'hernoglcbine dans 
lesquels les sites Z sont relies au polymere par I'intermediaire d'une liaison ester, caraoterise en ce que : 

- dans une premiere etape, on fait reaglr les sites Z sous forme anhydride, notamment du benzene 1 ,2,4,5 
tetracarboxylique dianbydride ou du benzene 1,2,4 tricarboxyiique anhydride, sur un polymere 

55 comportant des fonctions OH, notamment du dextrane ou du polyethyieneglyeoL dans un milieu dans 

iequel ie polymere est soluble, pour fixer ies sites Z sur ie polymere; 

- dans une seconde etape, on fait reaglr le polymers P comportant le ou ies sites Z avec de i'hemoglobine 
sous forme oxygenee, dans un milieu non deoxygene, dans des conditions teifes que i'hemoglobine ne 
subisse pas de denaturation et puisse passer apres couplage avec ie polymere de facon reversible de la 

60 forme oxygenee a la forme deoxygenee, en milieu aqueux de pH compris d'environ 5 a environ 9, 

pour former d'une part au moins une liaison ionique entre Pun au molns des sites Z pontes par ie polymere 
et I'hemoglobine et d'autre part au moins une liaison oovaiente entre le meme susdit site Z porte par ie 
polymere et i'hemaglobine. 

24. Conjugue macromoieculaire caracterise en ce qu'il est obtenu par ie precede selon la revendication 
65 3. 
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25. Gonjugue macrornoleculaire hydrosoiubie d'hemoglobine, non biodegradable ou peu biodegradable, 
pendant ie temps durant iequei ie conjugue macromoiecuialre doit assurer des fonctions oxyphorsques 
dans le plasma, presentant pour Poxygene une affiniie Enferieure a celle de I'hemoglobsne libra, 
caractense en ce qu'il est oonstitue : 

- d'une part par de rhemoglobine, iaquelle peut passer de facon reversible de ia forme deoxygenee a ia 5 
forme oxygenee, 

- d'autre part par un polymere P hydrosoiubie, non toxique, de preference non antigensque, 
hernocompatibie, de masse moleoulaire d'environ 1 000 a environ 500 GOO, de preference d'envlron 1 QQ0 
a environ 100 000, comportant des groupes poiaires, de preference des groupes hydroxyies, 
carboxyiiques ou amines, 10 

- \equei polymer© comporte un ou des sites Z contenant d'une part au mains Line charge negative portee 
par au moins un groupe cboisi parrnl les groupes suivants: sulfate, phosphate, carboxyiate, et destinee a 
creer une liaison ionique avec le polymery et contenant d'autre part au moins un groupe carboxylique, 
aldehyde ou OH, destine a creer una liaison covalente avec rh6mogiobine, 

- ie polymdre P etant reHe a i'hernogiobine 15 
. d'une part par rintermedlaire d'au moins une liaison ionique etabiie entre Tune au moins des charges 
negatives des sites Z portes par le polymers P et i'hemoglobine, et 

. d'autre pari par Hntermediaire d'au moins une liaison covalente stabile, entre i'un au moins des groupes 
carboxylique, aldehyde ou OH des susdits sites Z pontes par le polymere P et I'hamogiobine, 

- ie nornbre de liaisons covaientes entre ie polymere et i'hemoglobine etant tel que le conjugue 20 
macromolecuiaire a une masse moleoulaire rooyenne d' environ 70 000 a environ 1 000 000, de preference 
d'environ 70 000 a environ 500 000, la relation entre ie nornbre et la nature des charges negatives, le 
nornbre de sites et ie nombre de monomeres etant la suivante : 

- iorsqu'il s'agit de site Z contenant un groupe anionique unique oonstitue d*un sulfate ou diphosphate, 

\\ y a au moins un tel site Z par chafne de polymere et au plus un site tous les onze monomeres, 25 

- lorsqu II s'agit de site Z contenant un groups anionique unique oonstitue d'un carboxyiate, non engage 
dans la liaison entre le site et ie polymere et non engage dans la liaison covalente entre le polymere et 
I'hemoglobine, II y au moins un tel site Z par chatne de polymere, 

- lorsque IE s ! agit de site Z contenant deux charges anioniques provenant de deux carboxylates, Si y a au 
moins un te! site Z par chatne de polymere et au pius un site Z tous les six monomeres, 30 

26. Gonjugue maoromoieculaire scion la revindications 25, caractense en ce que les liaisons covaientes 
entre le polymere P et i'hemogfoblne son! etablies entre au moins un groupe carboxylique ou aldehyde ou 
OH ports' par les sites Z et au moins une amine de i'hemogsobine situee dans ie site aiiosterique de 
i'hemoglobine, notamment I'amine de Tune au moins des deux valines jMerminales de ^hemoglobins. 

27. Gonjugue macromoieculalre selon les revindications 25 et 26, caractense en ce que les ponts saiins 35 
entre ses groupes NHa + et les groupes COO" Internes de I'hemoglobine sont intacfa lorsque 
Phemoglobine est sous forme deoxygenee. 

28. Gonjugue macromoieouEaire seion les revendications 28 et 27, caractense en ce que le polymere P 
est choisi parmi les polysaccharides, notamment les hydroxyaikylamidons dont la radical alkyfe comporte 

de 2 a 4 atomes de carbone, Hnulina, !e dextrane et ses derives, notamment Se dextrane amine, i'alcool 40 
poiyvlnyliqus, la polyvinylpyrrolidone, ie polyrnsthacrylate et ses derives, les polypeptides, les 
poiyalkyiene glycols dans lesquels le groupe alkyiene connporte de 2 a 5 atomes de carbone, notamment 
ie polyethylene glycol et ie polypropylene glycol. 

29. Gonjugue macrornoleculaire selon les revendications 25 a 28 ; caractense en ce que le polymere P a 

une masse molecuiaire moyenne inferieure ou egaie a 70 000, lorsqu'il est oonstitue par le dextrane et ses 45 
derives, et une masse molecuiaire inferieure ou egale a 10 00Q iorsqu'ii est choisi parmi ies poiyalkyiene 
glycols, ia polyvinylpyrrolidone ou ie polymethylacryiate, 

30. Gonjugue macrornoleculaire selon les revendications 25 a 28, caractense en ce que ie site Z est relie 
au polymere par Pintermediaire d'une fonction ester, ether, amide ou amine, 

31. Gonjugue macrornoleculaire selon ies revendications 25 a 30, caractense en ce que ie she Z 50 
comporte des groupes OSOsH, OP0 3 H 2l 0-CH!COOH} St -0~CH(COOH)<:H2-COOH, 
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n variant de 1 a environ 4 S ou provient du pyrldoxalsulfate. du pyridoxalphosphate, de i'adenosine 
triphosphate, de la phosphotyrosine, de ia phosphoserine, de i'inosstoihexaphosphate et ses derives, 
d'acide polycarhoxylique contenant de 2 a 10 atomes de carbone sur la ohaine princlpale, de I'acide 60 
benzenecarboxyiique comportant au moins troisfonctions carboxyliques, du 2,3 diphosphoglycerata 

32. Gonjugue macromoieculaire selon les revendications 25 a 31, caractense en ce que ies liaisons 
covaientes entre le polymere et i'hemoglobine sent etablies a parilr des groupes carboxyliques provenant 
des sites Z fixes sur le polymere et des groupes NHa- de rhemogiobine, 

33, Gonjugue macrornoleculaire selon les revendications 25 a 32, caractense en ce que ses liaisons 65 
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ionsques entre \e polymers P et Fhemogiohine sent eiabiies entre !es groupes carboxyiates des sstes Z et 
{'hemoglobins. 

34. Conjugu© macromoieculaire dans lequel !e polymere est du dextrane de masse mo!6culaire d'environ 
10 000 ; les liaisons ioniques etant stabiles par Plntermediaire du groups carboxyiate du berizdnedlcarbo- 
5 xySate fixe sur ie polymere, non engage dans la Haison entre benzene 1 ,2,4-trlcarboxyiique anhydride et 

ie polymere, 

- les liaisons Govalentes etant stabiles entre Pautre group© carboxylique du benzSne-dicarboxylate - a ia 
fois non engage dans la liaison entre Is benzdne-1 ,2,4-trlcarboxylique anhydride et le polymere et non 
engage 6ms la liaison ionique definis ci-dessus - et des groupes MH 2 de ['hemoglobins, !e nornbre de 
10 groupes benzenediearhoxysaies etant d'envlron 1 tous ies dix monomeres. 
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